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RESUMO 
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Dois terços das mulheres consideram seu sono anormal durante a gestação. 
Resultados anteriores do nosso grupo mostraram que a privação de sono durante a 
pré-implantação em camundongos diminuiu a manutenção da prenhez. Assim, para 
entender esse fenômeno, investigamos mecanismos moleculares associados à essa 
diminuição. Para tanto, camundongos fêmeas Swiss foram submetidas ao 
cruzamento e após confirmação da prenhez, foram distribuídas nos grupos: privados 
de sono (PS) pelo método das plataformas múltiplas por 48 ou 72 h e seus 
respectivos controles (CT), que puderam dormir livremente. Após o procedimento 
experimental as fêmeas foram submetidas à eutanásia. O sangue coletado para 
análises bioquímicas, o útero e as tubas uterinas foram lavados para coleta de 
embriões. Os úteros foram analisados quanto à expressão de genes relacionados à 
implantação embrionária. Foi feita análise da expressão de genes relacionados ao 
desenvolvimento e metilação global do DNA dos embriões após PS por 72 h. 
Embriões de mães PS por 48 h foram avaliados quanto a proteínas relacionadas ao 
ciclo celular. Comparadas ao grupo CT, as fêmeas PS por 72 h não tiveram o peso 
corporal alterado, mas tiveram diminuição do peso do útero absoluto (fresco) e de 
seu peso relativo ao peso do animal. Observamos aumento das concentrações 
plasmáticas da corticosterona e testosterona, diminuição das concentrações 
plasmáticas de progesterona e LH, e não observamos alterações nas concentrações 
plasmáticas de 17β-estradiol e FSH após PS por 72 h. Não encontramos alterações 
na expressão gênica uterina após PS por 72h. Os blastocistos do grupo PS não 
tiveram alterações na expressão gênica e metilação global do DNA, sugerindo que 
estes embriões poderiam se desenvolver. No entanto, encontramos todos os 
embriões no estágio de mórula ainda nas tubas uterinas em algumas mães PS por 
72 h no dia gestacional 3,5, sugerindo que estes serão os embriões que não iriam se 
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desenvolver e implantar. Após PS por 48 h não encontramos alterações quanto ao 
tamanho ou número de células dos embriões, assim como na expressão de 
proteínas relacionadas ao ciclo celular. Porém, encontramos alteração na disposição 
das células de todos os embriões após privação de sono por 48 h em algumas 
mães, sendo mais dispersas quando comparadas às células dos embriões do grupo 
CT. Assim, os dados encontrados sobre as mães e blastocistos analisados após 72 
h de PS devem corresponder aos que irão se implantar e desenvolver, enquanto a 
diminuição da manutenção da prenhez após PS parece ser causada pela falta de 
desenvolvimento do embrião, provavelmente devida à dispersão das células 
embrionárias.
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1. JUSTIFICATIVA E INTRODUÇÃO 
  
2 
 
 
Dois terços das mulheres consideram seu sono anormal durante a gestação 
(Lopes et al., 2004). Esses distúrbios de sono, que já ocorrem no primeiro trimestre 
da gestação parecem ser influenciados por alterações drásticas nas concentrações 
de hormônios reprodutivos que acompanham a gestação (Santiago et al., 2001; 
Lopes et al., 2004; Pien, 2004). Outro fator que pode contribuir para a redução de 
sono nas mães é a condição sócio-econômica. Desta forma, o ingresso crescente 
das mulheres no mercado de trabalho, os afazeres domésticos e até o trânsito 
podem levar a uma redução de sono. Existem poucas evidências sobre as 
repercussões desse sono de qualidade inferior nos filhos. Um estudo do nosso 
grupo demonstrou que a privação de sono em camundongos durante o período da 
pré-implantação induziu a: diminuição da manutenção da prenhez, alterações na 
defesa antioxidante e em parâmetros biométricos dos machos da prole (Calegare et 
al., 2010). Estas informações sobre as consequências da falta de sono materna para 
os filhos podem ter um impacto ainda maior se considerarmos que nem sempre a 
gravidez é descoberta antes do primeiro mês, o que dificulta que cuidados, no 
sentido de evitar a redução de sono, sejam tomados no início da gestação. 
 
1.1. Sono 
A função primária do sono continua desconhecida, porém o fato da privação 
prolongada do sono levar à morte (em animais experimentais) indica que dormir é 
essencial para sobrevivência (Rechstchaffen, 1998). 
No ano de 1970, pesquisadores da Universidade de São Paulo estudaram 
minuciosamente o sono de ratos e revelaram que existia maior grau de semelhança 
com o sono de seres humanos do que se acreditava até então (Timo-Iaria et al., 
1970). Tanto o rato como o camundongo possuem um padrão de sono polifásico 
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com ciclos sono-vigília frequentemente irregulares. Nesses animais, os episódios de 
sono concentram-se principalmente no período claro e a vigília durante o período 
escuro. Segundo Van Luijtelaar (1984), o rato dorme cerca de 60% do período claro 
e 30% do período escuro e somando-se os períodos de sono, verifica-se que os 
roedores dormem cerca de 50% das 24 h, (Timo-Iaria, 1985). 
Embora represente um período de descanso, o sono corresponde a um 
fenômeno ativo, com fases distintas e bem caracterizadas (Aserinsky e Kleitman, 
1953; Crick e Mitchison, 1983). Nos primeiros eletroencefalogramas (EEGs) 
registrados durante o sono, Berger (1929) descreveu os fusos e as ondas delta, que 
caracterizam o sono sincronizado ou NREM (non rapid-eyes moviment - sem 
movimento rápido dos olhos), apresentando um potencial elétrico rítmico inibitório-
excitatório, gerado por neurônios talâmicos e corticais, formando ondas 
sincronizadas de alta amplitude e baixa freqüência (Steriade, 1992). Esta fase do 
sono pode ainda ser subdividida em quatro estágios (I, II, III e IV) conforme o 
aumento de sua profundidade (Rechtschaffen e Kales, 1968). Rimbaud e 
colaboradores (1955) observaram a ocorrência de curtas fases dessincronizadas, 
que eram semelhantes ao padrão típico de atividade elétrica no hipocampo (ritmo 
teta). Essas fases constituem um estado de sono inteiramente distinto daquele com 
padrão sincronizado ou REM (rapid-eye moviment – movimento rápido dos olhos) e 
foram denominadas também de “sono paradoxal” (Jouvet, 1972), pois possuem 
padrão eletroencefalográfico análogo ao da vigília, porém associado à ausência do 
tônus muscular (Jouvet e Michel, 1959). 
Um estudo utilizando privação de sono demonstrou que este possui um 
mecanismo de regulação homeostática, sendo que existe um nível ideal de sono a 
ser mantido (Borbély e Achermann, 1999). 
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Privação de sono e sono de qualidade inadequada podem induzir diversas 
alterações como no aumento da atividade locomotora (Frussa-Filho et al., 2004), no 
comportamento sexual (Andersen et al., 2009), nos comportamentos estereotipado e 
agressivo (Tufik et al., 1978), na diminuição do comportamento ansioso (Suchecki et 
al., 2002). A privação de sono leva a alterações imunológicas (Everson, 2005; Zager 
et al., 2007; Ruiz et al., 2007, Lungato et al., 2012) e fisiológicas, como no 
metabolismo energético (Bergmann et al., 1989; Penev, 2007). Nosso grupo mostrou 
que a oferta de diferentes tipos de dieta influencia a perda de peso e redução inicial 
do consumo alimentar de ratos privados de sono (Martins et al., 2006; Martins et al., 
2011), embora as alterações metabólicas e endócrinas encontradas tenham sido 
compatíveis com o déficit energético, característico da resposta ao jejum (Martins, 
2007).  
Um estudo do perfil hormonal de ratas após a privação de sono mostrou que 
os hormônios sexuais respondem de forma diferente, e, ainda, têm variação de 
acordo com a fase do ciclo estral (Antunes et al., 2006); outro aspecto interessante 
foi observado por Bergmann e colaboradores (1989), que mostraram que a 
temperatura dos ratos aumenta de 0,5 a 1°C durante o primeiro dia de privação de 
sono, e, em privações mais longas, os animais desenvolvem hipotermia que se 
agrava em poucos dias. Além disso, evidências de estresse oxidativo em vários 
órgãos foram encontradas, como aumento de estresse oxidativo no coração e 
fígado, acompanhado de dano celular (Everson et al., 2005) no tálamo e no 
hipotálamo (D’Almeida et al., 1998), entre outras. 
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1.2. Expressão gênica na privação de sono 
Mudanças na expressão gênica observadas tanto na vigília quanto no sono já 
foram observadas no encéfalo de vertebrados (Cirelli et al., 2005) e invertebrados 
(Cirelli et al., 2006). 
Tanto em humanos quanto animais, o metabolismo da glicose em diferentes 
regiões cerebrais é maior na vigília do que no sono. O cérebro usa quase 
exclusivamente como substrato energético a glicose (Maquet, 1995). Assim, a 
upregulation durante a vigília envolver genes relacionados ao metabolismo 
energético não é surpreendente. Porém, é inesperado que a expressão alterada 
ocorra em apenas 3-8 h de PS (Petit et al., 2002). Assim, a rápida upregulation de 
genes mitocondriais, Glut 1 e relacionados ao glicogênio podem representar uma 
resposta a um aumento imediato de requerimento energético durante vigília ou 
privação de sono (PS) curta, enquanto PS longa é associada a uma redução da 
demanda energética (Cirelli, 2006). 
Estudos mostram que grupos de genes que sofrem upregulation depois de PS 
codificam imunoglobulinas (anti-AchR e anti-NGF) (Cirelli et al.,2006), proteínas de 
resposta ao estresse (HSP27 e alfa-cristalina) (Cirelli et al., 2005), cadeias alfa e 
beta da hemoglobina (Cirelli et al., 2006).  
Cirelli et al. (2006) encontraram 28 genes que sofreram downregulation na 
privação longa de sono em ratos (pelo método do disco sobre a água por uma 
semana), entre eles os que codificam pró-colágeno tipo I, e di-hidrolipoamina 
acetiltransferase. Essa enzima é um componente do complexo piruvato 
desidrogenase envolvido na síntese de acetil-CoA, outro achado consistente com a 
queda do metabolismo cerebral devido à PS em ratos. 
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Um estudo recente também mostrou que a PS em ratos altera a expressão de 
genes no córtex cerebral relacionados a processos metabólicos, a ritmos 
circadianos, regulação da proliferação celular e vias de sinalização (Guindalini et al., 
2009). 
Assim, apesar de não haver estudos na literatura relacionando expressão 
gênica durante a gestação ou prenhez, os dados acima descritos de alterações em 
diferentes tecidos sugerem que a PS pode alterar também a expressão de genes 
relacionados ao desenvolvimento embrionário. 
 
1.3. Princípios básicos da fertilização até a pré-implantação 
A pré-implantação pode ser dividida em vários estágios: fertilização, zigoto, 
clivagem celular (2-8 células), mórula (a partir de 16 células) e blastocisto. Após a 
fertilização, há a formação do zigoto que consiste em uma célula embrionária 
contendo pró-núcleos haplóides paterno e materno. Cada pró-núcleo sofre 
duplicação de DNA antes da célula iniciar a primeira mitose para produzir o embrião 
de 2 células contendo 2 núcleos diplóides “zigóticos”. Sucessivas clivagens ocorrem 
e, a partir do embrião de 8 células ocorre a compactação (processo de 
reorganização celular) do embrião para formação da mórula. Com a compactação e 
formação da mórula, o resultado é a formação de um epitélio polarizado de 
comunicação. Este é o primeiro estágio em que é possível se observar uma 
diferenciação morfológica. A aparência de uma cavidade interna com uma massa de 
células corresponde à formação do blastocisto, composto por células pluripotentes 
da massa celular interna (MCI) que vão originar o embrião, e células diferenciadas 
da trofoectoderma (TE) que irão originar os tecidos extra-embrionários. O embrião é 
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então liberado da zona pelúcida e está apto para implantar (ver revisão de Saiz e 
Plusa, 2013).  
 
1.4. Hormônios sexuais na pré-implantação 
A diferenciação uterina de camundongos para sustentar o desenvolvimento 
do embrião e implantação é coordenada por estrógeno e progesterona de uma 
maneira espaço-temporal (Huet-Hudson, et al., 1989).  
Estrógeno e progesterona são essenciais na preparação do útero para a 
implantação. O estrógeno estimula a proliferação das células epiteliais uterinas e a 
progesterona estimula a proliferação celular do estroma (Huet-Hudson et al., 1989). 
A secreção de estrógeno ovariano pré-ovulatório induz a proliferação das células 
epiteliais luminares e glandulares durante os 2 primeiros dias de prenhez. No 3º dia, 
a progesterona do corpo lúteo recém formado inicia a proliferação celular do estroma 
que, em seguida, é potencializado pela secreção de estrógeno no dia 4 da prenhez 
para implantação (Huet-Hudson et al., 1989). O estrógeno acentua a ação da 
progesterona via indução do gene do receptor de progesterona (Huet-Hudson e Dey, 
1990). Os efeitos uterinos do estrógeno e progesterona são primariamente 
executados por receptores de estrógeno (ER) e progesterona (PR) nucleares 
(Carpenter e Korach, 2006). A descoberta de isoformas de ER (ERα e ERβ) e PR 
(PR-A e PR-B) e estudos nas suas deleções seletivas forneceram evidências para 
suas funções isoforma-específicas na biologia do útero e implantação (Hewitt e 
Korach, 2000). A sensibilidade uterina para implantação em resposta aos esteróides 
ovarianos é programada em 3 fases: pré-receptiva, receptiva e não-receptiva. A pré-
receptividade uterina do dia 3 de prenhez se torna receptiva no dia 4, e o blastocisto 
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só implanta no útero receptivo, que espontaneamente progride para a fase não-
receptiva (Dey, 1996).  
Apesar de mostradas diversas funções fisiológicas do estrógeno e 
progesterona, os mecanismos moleculares que controlam sua ação e a ativação 
genômica mediada pelos seus receptores são desconhecidos (Guzeloglu-Kayisli et 
al., 2009). 
 
1.5. Expressão gênica durante a pré-implantação   
 O oócito de camundongos em desenvolvimento é transcricionalmente e 
traducionalmente ativo, porém, grande número de mRNA sintetizados não são 
usados para tradução imediata; eles são estocados para ajudar na maturação do 
oócito em estágios precoces da pré-implantação (Bachvarova, 1985; Wassarman e 
Kinloch, 1992). Os oócitos param na metáfase da segunda divisão meiótica, com a 
interrupção da transcrição e redução da tradução do mRNA. Com a maturação 
meiótica após a fertilização inicia-se a degradação dos transcritos maternos, que 
chega a 90% no embrião de 2 células.  
 A transcrição do genoma zigótico recém formado, conhecida como ativação 
genômica zigótica (AGZ) ocorre em duas fases: ativação menor (AGZ menor) antes 
da clivagem e ativação maior (AGZ maior) no embrião de 2 células. A AGZ menor 
ocorre no pró-núcleo paterno (Aoki et al., 1997), e sua transcrição é fraca e resulta 
na síntese de uma pequena quantidade de peptídeos no embrião de 2 células 
(Latham et al., 1991). Já a AGZ maior promove uma reprogramação dramática nos 
padrões de expressão gênica. Dessa forma, o programa genético imposto pelos 
transcritos/proteínas maternos devem ser trocados pelos transcritos/proteínas 
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determinados pelo recém formado genoma zigótico (Nothias et al., 1995; Kanka, 
2003; Schultz, 2002).  
 Outros estudos apontam uma ativação genômica no meio da pré-implantação, 
ocorrendo com direcionamento a alterações morfológicas que levam à compactação 
em mórula e diferenciação das células no blastocisto (Hamatani et al., 2004, 2006). 
Cada fase de ativação consiste em diferentes grupos de genes que em sua maioria 
sofrem downregulation após sua fase de ativação. Isto pode implicar que não só os 
genes são desligados, como seus transcritos são ativamente degradados. 
Considerando a rápida downregulation dos transcritos, alguns dos produtos 
protéicos desses transcritos podem suprimir ativamente sua própria transcrição ou 
degradar seus próprios transcritos por um mecanismo de feedback negativo 
(Hamatani et al., 2006). 
Vários genes foram identificados em camundongos com papel crucial para a 
segregação celular, incluindo Oct4 (expresso a partir do embrião de 8 células e 
posteriormente restrito a MCI, prevenindo a formação da TE), Sox2 (função similar 
ao Oct4), Nanog (sustenta a capacidade de auto-renovação das células tronco 
embrionárias, formação da MCI) , Cdx2 (segregação da MCI e TE, assegurando a 
supressão do Oct4 e Nanog) e Eomesodermin (necessário para diferenciação da 
TE) (Avilion et al., 2003; Johnson e McConnell, 2004; Niwa et al., 2005; Simmons e 
Cross, 2005; Takaoka et al., 2006). 
Acreditava-se que as citocinas eram produzidas apenas na medula óssea, 
sistema imune e células sanguíneas circulantes (Ogita e Takai, 2008; O’Hayre et al., 
2008). Posteriormente, foi mostrado que essas proteínas são produzidas por vários 
tecidos, incluindo o reprodutor e o embrionário (Dey et al., 2004; Makrigiannakis et 
al., 2006). 
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O fator de inibição da leucemia (LIF) é uma glicoproteína descrita como fator 
que induz a diferenciação de macrófagos da linhagem celular de leucemia mielóide 
M1. O LIF é um membro da família citocinas tipo IL6 e tem várias funções, incluindo 
a proliferação, diferenciação e sobrevivência celular (funções essenciais para 
desenvolvimento do blastocisto e implantação) (Laird et al., 2006).  
  A IL6 é uma citocina multifuncional com papel importante na resposta a 
antígeno, resposta imune, reação de fase aguda e hematopoiese. IL6 tem algumas 
funções redundantes com a IL11 e LIF (Gearing et al., 1991).  A IL11 foi inicialmente 
descrita agindo em vários estágios da hematopoiese, em sinergismo com outros 
fatores (Du e Williams, 1994). A IL11 tem atividades anti-inflamatórias importantes 
(Sands et al., 1999). Evidências mostram que a sinalização de IL11 em 
camundongos pode ser importante no estabelecimento da prenhez viável, sendo que 
sua função na implantação é dada somente em estágios precoces (Popovici et al., 
2000; Tierney et al., 2003). 
Durante os estágios precoces da formação do blastocisto, um gene específico 
da MCI, chamado de Lefty1, foi descrito em embriões de camundongos. A expressão 
do Lefty1 é restrita a um pequeno número de células (Takaoka et al., 2006). Apesar 
da MCI ser inicialmente um mosaico de epiderme primitiva e epiblasto, parece que 
existe um eixo embrionário tão precoce quanto à formação do blastocisto (Tabin, 
2006).  
Um estudo recente descreveu diversos genes envolvidos na diferenciação 
dos subtipos celulares do trofoblasto. O Hand1, o Stra13 e o Imfa são fatores de 
transcrição expressos especificamente nas células gigantes do trofoblasto (principais 
células invasivas da implantação). Essas células produzem vários hormônios que 
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regulam os sistemas endócrino e imunológico maternos, e promovem o fluxo 
sanguíneo materno para o sítio de implantação (Guzeloglu-Kayisli et al., 2009). 
Os fatores de crescimento, particularmente o fator de crescimento epidermal 
(EGF) e o TGFα (fator de crescimento transformador alfa), ganharam atenção como 
mediadores da ação mitogênica do estrógeno (Nelson et al., 1991; Ignar-Trowbridge 
et al., 1992). O EGF uterino e seu receptor são fatores importantes na inicialização 
da implantação e aumento de resposta ao estrógeno.  
Os membros da família do EGF são hipotetizados de participar em diversos 
processos do desenvolvimento. Nessa família estão inclusos o próprio EGF, TGFα, 
EGF-ligado à heparina (HBEGF), ampirregulina, β-celulina, epirregulina e 
neurorregulinas. Os fatores de crescimento tipo EGF interagem com subtipos de 
receptores que pertencem à família de genes ErbB dos receptores tirosina quinases: 
o ErbB-1 (EGFR), o  ErbB2, o ErbB3 e o ErbB4. Estes receptores dividem estruturas 
comuns, porém diferem na especificidade do ligante e atividade quinase (Dey et al., 
2004). Estudos anteriores mostram que o EGF tem papel crucial na diferenciação e 
invasão do trofoblasto (Bass et al., 1994; Li e Zhuang, 1997) sugerindo que o EGF 
pode afetar a implantação por diferentes vias e que este fator de crescimento é um 
regulador significante no processo de implantação (Guzeloglu-Kayisli et al., 2009), 
sendo que a expressão de seus receptores ocorre em estágios precoces do embrião 
(Wiley et al., 1992) e no útero durante a peri-implantação (Lim et al., 1998). 
O fator de crescimento tipo HBEGF divide um receptor em comum com o EGF 
e o TGFa. O HBEGF é expresso no estroma e em células epiteliais do endométrio e 
regula a proliferação celular endometrial, secreção epitelial glandular e 
transformação decidual (Simón et al., 2000). As duas formas, solúvel e 
transmembrana, do HBEGF foram consideradas os primeiros marcadores da 
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receptividade endometrial no útero de camundongos, expressos exclusivamente no 
local de blastocistos ativos antes da reação de ligação. Esses dados sugerem que 
interações com o ErbB embrionário, e assim como com o ErbB uterino, são 
expressos de uma forma espaço-temporal durante o período de pré-implantação 
(Surveyor et al., 1995). Além disso, Martin e colaboradores (1998) mostraram que a 
forma solúvel de HBEGF aumenta a taxa de eclosão do blastocisto. Assim, o 
HBEGF é considerado um dos mais potentes fatores de crescimento para o 
blastocisto e tem um papel significante no desenvolvimento do embrião durante a 
pré-implantação e a implantação (Guzeloglu-Kayisli et al., 2009) 
Os genes Homebox (Hox) codificam fatores de transcrição que guiam o 
desenvolvimento embrionário, assim como regulam a diferente expressão gênica do 
endométrio durante cada fase do ciclo menstrual (Taylor et al., 1997). Os genes Hox 
são dispostos em clusters dentro de um locus cromossômico. Foram descritos 39 
genes Hox agrupados em quatro clusters paralelos localizados em quatro 
cromossomos. Os fatores de transcrição codificados pelos genes Hox podem ativar 
ou reprimir os alvos (Vitiello et al., 2007). Existem dois genes Hox (Hoxa10 e 
Hoxa11) que se acredita serem essenciais para a implantação de camundongos, já 
que homozigotos mutantes de qualquer um desses genes são inférteis por perda da 
receptividade do endométrio. Os genes Hoxa10 e Hoxa11 são expressos nas 
glândulas e estroma endometrial do útero, e sua expressão aumenta 
significativamente no período de implantação (Benson et al., 1996). Taylor e 
colaboradores (1998) mostraram que os hormônios ovarianos regulam a expressão 
desses 2 genes, e existe uma resposta concentração dependente da expressão dos 
genes Hox à progesterona, sugerindo que a progesterona modula o aumento da 
expressão dos gene Hox na peri-implantação. 
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1.6. Regulação epigenética 
Os espermatozóides e oócitos adquirem marcas epigenéticas diferentes e 
específicas durante a gametogênese. O imprinting parental derivado da 
gametogênese é mantido no zigoto, assim como outras marcas. No entanto, outras 
são reprogramadas dinamicamente pela necessidade de tornar a célula totipotente. 
Com o desenvolvimento do embrião, as marcas epigenéticas sofrem reprogramação. 
As reprogramações epigenéticas incluem metilação do DNA, modificações de 
histonas e formação de variantes de histonas (Shi e Wu, 2009). 
A metilação do DNA é um evento epigenético importante, regulando a 
estrutura da cromatina e expressão gênica em vários processos do 
desenvolvimento, incluindo imprinting, inativação do cromossomo X e embriogênese 
(Li, 2002). Para manter ou estabelecer a metilação do DNA, são indispensáveis as 
DNA metiltransferases (DNMTs) (Vassena et al., 2005). Essas são divididas em 3 
classes: DNMT1, DNMT2 e DNMT3 (contendo 3 subclasses: DNMT3a, DNMT3b e 
DNMT3l). A DNMT1 é a metiltransferase com preferência por DNA hemi-metilado, 
indicando seu papel na manutenção do estado metilado durante a replicação de 
DNA. A DNMT2 ainda não tem sua função elucidada. As DNMT3a e DNMT3b estão 
envolvidas em processos de metilação de novo, porém, com diferentes preferências. 
Assim, a DNMT3a tem preferência por DNA não metilados enquanto a DNMT3b tem 
papel tanto em DNA hemi-metilado quanto não metilado. A DNMT3l não tem 
atividade enzimática, apesar de ter papel de regulação em uma metilação adequada 
(Hata et al., 2002; Vassena et al., 2005).  
Durante a pré-implantação, a metilação do DNA passa por modificações 
dinâmicas. No embrião de camundongos, o pró-núcleo paterno sofre desmetilação 
ativa, em que desmetilases retiram os grupamentos metila do DNA (Krakauer e Mira, 
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2000), enquanto o DNA materno é desmetilado passivamente durante as clivagens, 
pela perda da atividade das DNMTs de manutenção (Rougier et al., 1998).  
O nível de metilação da MCI do blastocisto é maior do que das células da TE, 
correspondendo aos diferentes destinos celulares: a MCI se diferenciará em células 
somáticas e a TE, em placenta (Morgan et al., 2005; Reik, 2007). 
 Foi mostrado que as DNMT3a e DNMT3b são dispensáveis para a 
manutenção da metilação do DNA durante os estágios de clivagem embrionária e 
que a DNMT1 é suficiente para completar a tarefa na maioria dos imprintings 
(Hirasawa et al., 2008). O Zfp57, um gene zigótico materno, também foi relacionado 
à manutenção tanto do imprinting materno quanto paterno (Li et al., 2008). A 
DNMT1o outra isoforma da DNMT1, é expressa predominantemente durante a 
oogênese e desenvolvimento precoce da pré-implantação (Ko et al., 2005). 
As modificações de histonas estão envolvidas na regulação da expressão 
gênica. Essas modificações incluem acetilação, metilação, fosforilação, 
ubiquitinização e sumoilação (Kouzarides, 2007). Estas podem ser divididas em 2 
grupos: pequenos grupos químicos envolvendo os 3 primeiros processos, e 
peptídeos bem maiores envolvendo os 2 últimos (Villar-Garea e Imhof, 2006). 
As modificações de histonas também interagem com a metilação de DNA 
para promover a regulação epigenética. A histona metiltransferase Suv39h1 
direcionada a trimetilação da lisina 9 da histona 3 (H3K9) foi mostrada necessária 
para recrutamento da metilação de DNA dependente de DNMT3b para repetições 
peri-centroméricas (Lehnertz et al., 2003). Normalmente, as modificações de 
histonas também passam por alterações dinâmicas durante a pré-implantação. 
Especificamente, as modificações de histonas mudam de forma estágio e tipo 
celular-específico e assumem seu papel como trocadores de expressão gênica, em 
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que a expressão gênica pode ser controlada precisamente de acordo com a 
necessidade. Por exemplo, durante a diferenciação, os genes Oct4 e Nanog são 
silenciados progressivamente, com o primeiro passo do silenciamento sendo a 
metilação da H3K9 (Palmer et al., 1991). No blastocisto, a MCI e a TE tem diferentes 
padrões de modificações de histona (Erhardt  et al., 2003).  
Genes relacionados a modificações de histonas incluem as histonas 
metiltransferases  (ex: G9a, ESET e Suv39h) (Kouzarides, 2007), histonas 
deacetilases (ex: HDAC1, HDAC2 e HDAC3) (Witt et al., 2009). Tanto as enzimas 
ESET quanto a Suv39h catalisam a metilação da H3K9 e constroem um sítio de 
ligação para a proteína de heterocromatina 1 para formar heterocromatina, 
entretanto, a Suv39h especifica a assimetria parental na heterocromatina constitutiva 
(Puschendorf et al., 2008) e a ESET é necessária para manutenção da viabilidade 
celular (Dodge et al., 2004). Apesar da HDAC1 ser a deacetilase mais importante na 
pré-implantação e ter função principal na deacetilação da H4K5 (lisina 5 da histona 
4), o knockdown da HDAC1 não afeta a taxa de transcrição global, sugerindo que 
ela tem papel para certos genes, mas não todos (Ma e Schultz, 2008). 
Como visto acima, pudemos observar que o período embrionário é 
coordenado intensamente por mecanismos epigenéticos e variações na expressão 
gênica, assim como alterações moleculares que ocorram nesse período podem levar 
a consequências importantes na prole.  Como observado no trabalho realizado pelo 
nosso grupo (Calegare et al., 2010), no qual fêmeas foram privadas de sono por 72 
h no período pré-implantação, verificamos diminuição na manutenção da prenhez 
(15% no grupo controle e 75% no grupo PS), bem como alterações a longo prazo 
(diminuição no peso da gordura epididimal dos camundongos machos da prole).  
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Nossa hipótese é que, uma vez que a privação de sono em animais 
experimentais resulta em mudanças na expressão de diversos grupos de genes a 
falta de sono pode também impactar a expressão gênica dos embriões, inclusive 
podendo repercutir na manutenção da prenhez e em alterações na idade adulta. 
Assim, neste trabalho investigamos possíveis mecanismos moleculares envolvidos 
nas alterações observadas no estudo anterior. 
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2. OBJETIVOS 
  
18 
 
 
2.1. Objetivo Geral: 
Avaliar os efeitos da privação de sono paradoxal durante a pré-implantação e 
sua relação com a expressão gênica e mecanismos epigenéticos no 
desenvolvimento embrionário de camundongos. 
 
2.2. Objetivos Específicos: 
 
1) Avaliar os efeitos da privação de sono paradoxal por 72 h durante a pré-
implantação sobre:  
- O peso dos animais ao longo do procedimento experimental; 
- O peso absoluto e relativo do útero materno; 
- As concentrações plasmáticas de corticosterona, estradiol, progesterona, 
testosterona, hormônio luteinizante e hormônio folículo estimulante das mães 
prenhes;  
- A expressão de receptores de estradiol e progesterona no útero materno;  
- A expressão de genes relacionados ao desenvolvimento embrionário: 
citocinas, (Lif, Il6 e Il11), fatores de crescimento (Egf e Hbegf), fatores de transcrição 
(Hoxa10 e Hoxa11), relacionados à metilação do DNA (Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b e 
Zfp57) e relacionados à modificações nas histonas (Suv39h1 e Hdac1) no útero 
materno; 
- A expressão de genes relacionados ao desenvolvimento embrionário: 
segregação (Oct4 e Nanog), eixo axial (Lefty1), fator de crescimento (Hoxa10), 
relacionados a metilação do DNA (Dnmt1 e Dnmt3a) e relacionado a modificação de 
histonas (Hdac1) na massa celular interna; 
- A expressão de genes relacionados ao desenvolvimento embrionário: 
segregação (Cdx2), fator de crescimento (Hoxa10), relacionados a metilação do 
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DNA (Dnmt1 e Dnmt3a) e relacionado a modificação de histonas (Hdac1) na 
trofoectoderme;  
- Os níveis de metilação global do DNA na massa celular interna e 
trofoectoderme; e, 
- A porcentagem de mães com blastocistos no útero.  
 
2) Avaliar os efeitos da privação de sono paradoxal por 48 h durante a pré-
implantação sobre:  
- O número e tamanho dos embriões; 
- A expressão embrionária de proteínas relacionadas ao ciclo celular (Ciclina 
B e P21) e proliferação (Ki67); e, 
- A disposição das células de cada embrião 
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3. METODOLOGIA 
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3.1. Animais 
Foram utilizados 72 camundongos fêmeas e 30 machos adultos da linhagem 
Swiss com três a quatro meses de idade. Os animais foram mantidos em uma sala 
com umidade e temperatura controladas (22 ± 2ºC) em um ciclo de claro-escuro de 
12 h (7:00-19:00 h). Água e comida foram fornecidas à vontade durante todo 
experimento. Os animais foram avaliados diariamente por lavado vaginal durante 15 
dias e selecionadas de acordo com o ciclo estral (Maeda et al., 2000). Fêmeas foram 
deixadas com machos para cópula das 00:00 até as 02:00 h para cópula, 
posteriormente as fêmeas foram submetidas a esfregaço vaginal para verificação da 
ocorrência de cópula. Verificada a ocorrência da cópula, os animais foram 
distribuídos nos grupos: os privados de sono (PS) por 48 ou 72 h pelo método das 
plataformas múltiplas, e seus respectivos controles (CT), em que os animais 
puderam dormir normalmente. Após a privação de sono, os animais foram 
submetidos à eutanásia por decapitação. Foi feita a coleta de sangue para dosagens 
hormonais, o útero foi dissecado, e foi feita a coleta de embriões.  
 
3.2. Privação de sono paradoxal 
Para todos os experimentos foi utilizado o método de privação de sono 
paradoxal das plataformas múltiplas adaptado para camundongos, em que os 
animais são privados de até 85% de SOL e 95% de sono paradoxal (Silva et al., 
2004). Grupos com 2 a 4 animais são colocados em tanques com água (41 cm × 34 
cm × 16.5 cm), contendo 8 plataformas (3 cm de diâmetro) cada, com o nível de 
água 1 cm abaixo da superfície, por 48 ou 72 h. Os animais são capazes de se 
mover dentro do tanque, andando de uma plataforma para outra (Figura 01). Animais 
controle foram mantidos em suas gaiolas no mesmo ambiente.    
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Figura 01. Privação de sono pelo método das plataformas múltiplas 
 
3.3. Coleta e processamento de amostras 
O sangue de 56 fêmeas (sendo 36 do grupo CT e 20 do grupo PS) foi 
coletado em 2 tipos de tubos, contendo heparina ou EDTA. As amostras colhidas 
foram mantidas no gelo até o momento da centrifugação para evitar alteração. Os 
tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C, para a obtenção de 
plasma utilizado nas dosagens hormonais.  
Os úteros dos animais foram congelados em em gelo seco para expressão 
gênica (n= 8 por grupo). Ou ainda mantidos em placa para retirada dos embriões 
dos úteros (n = 30 para o grupo CT e 25 para o grupo PS) e das tubas uterinas (n= 8 
por grupo). 
O útero e as tubas foram lavadas com tampão salina fosfato (PBS) em placa 
(Corning – 35 mm X 10 mm). Em um estereomicroscópio (Nikon - modelo SMZ 645) 
os embriões foram coletados com auxilio de um Stripper (Cook) com capilar (Cook, 
Flexipet Denuding pipette, 170 μm de diâmetro interno) para posterior análises. 
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3.4. Microdissecção de blastocistos 
Os blastocistos foram transferidos para uma placa (Corning – 35 mm X 10 
mm) com 20 µl de meio de cultura ECM com gentamicina (Early Cleavage Medium 
[Irvine Scientific]), suplementado com 10% v:v de suplemento substituto do soro 
(SSS [Irvine Scientific]), recoberto com óleo mineral (Sigma) e mantidos em estufa 
(Forma Scientific – modelo 3110) com ambiente controlado à 37ºC, 6% CO2 e 90% 
de umidade até o momento da dissecção, em que é usada outra placa nas mesmas 
condições descritas anteriormente, com um blastocisto por gota de meio de cultura. 
Com os blastocistos nessa condição, foi feita a microdissecção a laser em um 
microscópio óptico invertido (Olympus – modelo IX71) com placa aquecedora 
acoplada (Tokai hit – modelo MARTS SMZUT), laser (Hamilton Thorne  Biosciences 
– modelo XYClone) em seu próprio programa (modo Estacatto), micromanipulador 
(Nikon – modelo Narishige NT-88 V3) com micropipetas Holding (BioMedical 
Instruments - 20 μm de diâmetro interno), como demonstrado na Figura 02 
(Equipamentos utilizados em colaboração com o Departamento de Medicina - 
UNIFESP, Disciplina de Urologia, sob responsabilidade do Dr. Prof. Edson 
Guimarães Lo Turco). 
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Figura 02 – Microscópio invertido com micromanipulador Nikon Narishige NT-88VR 
A microdissecção é feita segurando o blastocisto com as micropipetas Holding 
com a massa celular interna do blastocisto posicionada em 0900 h. Quando 
posicionado, o laser é ligado a 100 μs pulsos/seg e passado pelo blastocisto 
separando a massa celular interna da trofoectoderme (Figura 03). Em seguida, as 
partes são separadas da zona pelúcida e colocadas em microtubo para 
congelamento em gelo seco e estocadas a -80ºC. 
 
A B C
 
Figura 03 – Blastocisto de camundongo com massa celular interna posicionada às 0900 h (A). 
Dissecção à laser da massa celular interna e trofoectoderme (B). Massa celular interna e 
trofoectoderme separados (C). Massa celular interna (setas brancas). 
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3.5. Dosagens Hormonais 
Corticosterona, estradiol, progesterona e hormônio luteinizante foram 
quantificados por radioimunoensaio (MP Biomedicals, EUA). Para realizar a análise 
quantitativa, são construídas curvas de calibração e por interpolação obteremos a 
equação correspondente à quantificação dos níveis hormonais. 
 
3.5.1.Corticosterona 
A corticosterona plasmática foi verificada por meio de radioimunoensaio 
utilizando o “ImmuChem™ Double Antibody Corticosterone125I RIA Kit” (MP 
Biomedicals, NY, USA).  
Para realizar a análise quantitativa, foi construída curva de calibração com 7 
pontos (em concentrações crescentes de 0 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL,  
250 ng/mL, 500 ng/mL e 1000 ng/mL). Por interpolação obtivemos a equação 
correspondente à quantificação dos níveis de corticosterona plasmática no ensaio. 
 
3.5.2. Testosterona 
A testosterona plasmática foi verificada por meio de quimioluminescência, 
utizando o equipamento UniCel dxl 800 (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA).  
 
3.5.3. 17β-estradiol 
O 17β-estradiol plasmático foi verificado por meio de Mapa MILLIPLEX – 
“Steroid / Thyroid Hormone Magnetic Bead Panel” (Millipore Corporation, Billerica, 
MA, USA) radioimunoensaio utilizando o kit “ImmuChem™ Coated Tube 17β-
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Estradiol 125I RIA Kit” (MP Biomedicals, CA, USA), com prévia extração pela placa 
Oasis HLB, 60 mg/poço (Waters, Milford, MA, USA). 
Para realizar a análise quantitativa, foi construída curva de calibração a com 7 
pontos (em concentrações crescentes de 0 pg/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL, 100 pg/mL,  
300 pg/mL, 1000 pg/mL e 3000 pg/mL. Por interpolação obtivemos a equação 
correspondente à quantificação dos níveis de 17β-estradiol plasmático no ensaio. 
 
3.5.4. Progesterona 
A progesterona plasmática foi avaliada por meio de radioimunoensaio 
utilizando o kit “ImmuChem™ Coated Tube Progesterone 125I RIA Kit”, (MP 
Biomedicals, CA, USA)  
Para realizar a análise quantitativa, construiu-se uma curva de calibração a 
com 7 pontos (em concentrações crescentes de 0 ng/mL, 10 pg/mL, 30 pg/mL,      
100 pg/mL,  300 pg/mL, 1000 pg/mL e 3000 pg/mL Por interpolação obtivemos a 
equação correspondente à quantificação dos níveis de progesterona plasmática no 
ensaio. 
 
3.5.5. Hormônio Folículo Estimulante 
O hormônio folículo estimulante (FSH) plasmático foi verificado por meio de 
Kit ELISA (Uscn Life Science Inc., Wuhan, Hubei, PRC). 
Para realizar a análise quantitativa, foi construída curva de calibração a com 7 
pontos (em concentrações crescentes de 2,5 mIU/mL, 5 mIU/mL, 10 mIU/mL, 25 
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mIU/mL,  50 mIU/mL, 100 mIU/mL e 200 mIU/mL). Por interpolação obtivemos a 
equação correspondente à quantificação dos níveis de FSH plasmático no ensaio. 
 
3.5.6. Hormônio Luteinizante 
O hormônio luteinizante (LH) plasmático foi verificado por meio de 
radioimunoensaio utilizando o kit “ImmuChem™ Coated Tube LH125I RIA Kit” (MP 
Biomedicals, CA, USA).  
Para realizar a análise quantitativa, foi construída curva de calibração a com 7 
pontos (em concentrações crescentes de 2,5 mIU/mL, 5 mIU/mL, 10 mIU/mL, 25 
mIU/mL,  50 mIU/mL, 100 mIU/mL e 200 mIU/mL). Por interpolação obtivemos a 
equação correspondente à quantificação dos níveis de LH plasmático no ensaio. 
 
3.6.  Imunofluorescência 
 Foram utilizados quatro embriões de quatro mães de cada grupo para avaliar 
os marcadores de ciclo celular (Ciclina B) e sua inibição (P21), e proliferação (Ki67). 
Os embriões foram fixados com paraformaldeido 4% em PBS por 20 minutos a TA, 
lavados com glicina (1mg/mL) e estocados em 1% albumina sérica bovina em PBS a 
4ºC até seu processamento. 
Os embriões foram incubados com 0,1% Triton X-100 e 5% de soro fetal 
bovino em PBS por 10 min a TA, incubados com aglutinina do germe de trigo (WGA; 
diluição 1:300) por 1 hora para marcar a zona pelúcida e incubados overnight a 4ºC 
com anticorpo primário para P21, e anticorpo primário conjugado com Alexa Fluor 
488 para Ciclina B e Ki67. Para o P21, foi adicionado anticorpo secundário 
conjugado Alexa Fluor 568 de cabra anti coelho IgG  (diluição 1:100) e incubados 
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por 2 h a TA. Para visualizar os núcleos, os embriões foram contracorados com 
DAPI em Prolong Gold Antifade reagent (Molecular Probes) e montados 
individualmente em lâminas. 
 Para verificação de necrose e apoptose, os embriões foram incubados com 3 
mM de Anexina V por 20 min antes de prosseguir o processo, e ao fim foram 
incubadas por 5 min com Iodeto de Propídeo. 
  Com as lâminas montadas, os embriões foram avaliados em 
microscópio confocal Leica (TCS SP8; Leica Microsystems; Equipamento situado em 
laboratório multi-usuários do Instituto Nacional de Farmacologia – INFAR/UNIFESP, 
utilizado em colaboração com o Departamento de Bioquímica, Disciplina de Biologia 
Molecular, sob responsabilidade da Profª Drª Helena Bonciani Nader). A aquisição 
de dados para análise estatística foi feita no programa LAS AF (Leica Microsystems), 
na qual a fluorescência é convertida em pixels e, posteriormente é gerada uma 
média da densidade de pixels para cada embrião. 
 
3.7. Extração de RNA total uterino 
O RNA total uterino foi extraído pelo método Brazol (LGC Biotecnologia) de 
acordo com o fabricante, onde foi adicionado Brazol (10µL/mg de tecido) para 
homogeniza-lo. Após adição de clorofórmio (0,2 μL/μL de Brazol) a fase aquosa foi 
transferida para outro tubo e adicionado isopropanol (0,5 μL/μL de Brazol). Formado 
um pellet, o sobrenadante foi aspirado e lavado com etanol 75% (1 μL/μL de Brazol). 
O pellet de RNA seco foi ressuspenso em H2O Milli-Q e armazenado a -80ºC. 
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3.8. Extração de DNA e RNA embrionário 
 O DNA e RNA foram extraídos utilizando-se o kit de extração Ilustra triplePrep 
kit (GE HealthCare) que permite a separação de DNA, RNA e proteínas. Pools de 
aproximadamente 40 MCI e TE (n = 30 para o grupo CT e 25 para o grupo OS) 
foram homogenizados em vórtex com tampão de lise contendo 2-mercaptoetanol, 
transferido para uma mini coluna específica e centrifugado a 11000 x g por 1 minuto 
(todas as centrifugações descritas neste protocolo seguem estas condições). O 
filtrado (1) foi armazenado. Na etapa posterior, foi adicionado tampão de lise à 
coluna, seguida por centrifugação, lavagem (tampão de lavagem) e centrifugação. 
Na etapa final da extração de DNA, foi adicionada à coluna um tampão de eluição. O 
filtrado resultante contendo DNA purificado foi armazenado a -80 °C. 
Para extração de RNA, o filtrado (1) foi misturado à acetona, transferido para 
uma mini coluna específica e centrifugado. O filtrado (2) foi armazenado. Em 
seguida, a coluna foi tratada com DNase e lavada. Na etapa final da extração de 
RNA, foi adicionada à coluna um tampão de eluição. O filtrado resultante contendo 
RNA purificado foi armazenado a -80°C. O filtrado (2) foi armazenado -80 °C para 
posterior extração de proteínas. 
 
3.9. Desenho dos iniciadores  
Para o desenho dos iniciadores dos genes uterinos de citocinas Lif, Il6 e Il11; 
fatores de crescimento Egf e Hbegf; fatores de transcrição Hoxa10 e Hoxa11; 
metilação do DNA Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b e Zfp57; modificações nas histonas 
Suv39h1 e Hdac1; e controle interno Gapdh (Tabela 01) foi utilizado o software 
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disponível em www.idtdna.com (desenvolvido por Integrated DNA Technologies – 
IDT). Estes iniciadores foram sintetizados por Integrated DNA Technologies. 
Os iniciadores dos genes embrionários de segregação Oct4, Nanog, e Cdx2; 
eixo axial Lefty-1; fator de transcrição Hoxa10; metilação do DNA Dnmt1, Dnmt3a; 
modificação de histonas Hdac1; e controle interno Sdha e Pgk1 foram adquiridos 
junto ao sistema Taqman® (Life TechnologiesTM, Carlsbad, CA, USA). 
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Tabela 01 – Sequências dos iniciadores para os genes de interesse 
Gene Referência (GeneBank ) Iniciador anterógrado Iniciador retrógrado
Pr NM_008829.2 GGCATGACAACACAAAGCCTGACA TGTAAGTTCCGGAAACCTGGCAGA 124
Er1 NM_007956.4 TGAGGGCTGTAGGGTGTGTTGATT AAGGCTAGCATCCTGTGCTGAAGA 135
Er2 NM_007956.4 AAGGCAGCCAGAAGATTGGCTTTG TGGTGGTTTGAATATGCTTGGCCC 167
Egfr NM_207655.2 ATGGTGTCACTGTGTGGGAACTGA ACTTTGGGCGGCTATCAGCATCTA 183
Egf NM_010113 CAAGCACGGCACAGTTTGTCTTCA TGTTGGCTATCCAAATCGCCTTGC 91
Lif NM_001039537.1 GGCATGACAACACAAAGCCTGACA TGTAAGTTCCGGAAACCTGGCAGA 124
Hbegf NM_010415 TTATCCTGCTGTTCTTCGGGTGCT TCAACTCCAAAGCTCCCTGCTCTT 116
Il6 NM_031168 ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT 134
Il11 NM_008350 AATTCCCAGCTGACGGAGATCACA TCTACTCGAAGCCTTGTCAGCACA 112
Hoxa10 NM_008263.3 TTAGCTAAAGGGCTTGACCTGGCT AGAGAGGTTTCCTTCTCTTGCCCA 133
Hoxa11 NM_010450 TACCCTGCACTCTGTGCTCATCAA ATAGCTCCAAATCACTCTCCGGCT 87
Dnmt1 NM_010066 TGAGGAAGGCTACCTGGCTA GTCTGCCATTTCTGCTCTCC 142
Dnmt3a NM_01199431.1 TACTGGCCGCCTCTTCTTTGAGTT AATCGCGAGATGTCCCTCTTGTCA 138
Dnmt3b NM_01003961.3 ATGCTTCTGTGTGGAGTGTCTGGA CGCATGTTCCAATCTTTCCTGCGT 113
Zfp57 NM_001013745.2 TAGGACCAGCCTGGCATTACCAAA TGAAAGACACTGCCACGTCCTCAT 99
Hdac1 NM_008228 ACAAACGCATTGCCTGTGAGGAAG TTTGGCTTCTGGCTTCTCCTCCTT 188
Suv39h1 NM_011514 TGACAGAAGGCAATGTCTAGGCCA GGCAAGGCAGCCATCAGAATCTTT 122
Gapdh NM_008084 TGCACCACCAACTGCTTA GGATGCAGGGATGATGTTC 145
Produto (pb)
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3.10. Transcrição Reversa 
Uma alíquota de 1 µg de RNA uterino foi utilizada para a síntese do DNA 
complementar (cDNA) com transcriptase reversa Improm IITM (Promega) usando 
iniciadores hexâmeros randômicos (Invitrogen). Na reação de transcrição reversa, 
para cada alíquota de RNA foram adicionados os seguintes reagentes: 1,0 µL da 
solução de iniciadores randômicos (0,5 µg) e 0,5 µL MgCl2 (25 mM). O protocolo 
seguido foi de acordo com o fabricante. 
 
3.11. Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (rtPCR) e padronização 
das reações 
Previamente à quantificação, foi determinada a eficiência da reação a partir 
de uma curva de diluição seriada de um pool de cDNA das amostras. Foram 
alíquotados 2 μL de cDNA de cada amostra para composição do pool. Em seguida, 
foi feita a curva com diluições seriadas 1:2.  
As reações de rtPCR uterinas foram realizadas utilizando 10 μL de Maxima® 
SYBR Green ROX qPCR Master Mix (2x) (Fermentas Life Sciences), a quantidade 
padronizada de iniciador anterógrado (10 pmol) e retrógrado (10 pmol) para cada 
gene, água livre de nucleases q.s.p. 18 μL e 2 μL de cDNA. O aparelho utilizado foi o 
Step One Plus® (Applied Biosystems).  
As reações de rtPCR embrionárias foram realizadas utilizando 2,5 μL de RNA 
UltraSense Enzyme Mix (InvitrogenTM), 10 μL de RNA UltraSense 5x Reaction Mix 
(InvitrogenTM), 1 μL do sistema Taqman®, 100 ng de RNA e água livre de nucleases 
q.s.p. 50 μL 
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As reações foram realizadas em placas transparentes de 96 poços com 
capacidade para 100 µL (MicroAmp® - Applied Biosystems) e seladas com filmes de 
qualidade óptica (MicroAmp® - Applied Biosystems).  
Para as padronizações dos genes relacionados à implantação do embrião no 
útero, realizamos curvas de concentração de iniciador anterógrado e retrógrado e 
curva de temperatura ideal de extensão dos iniciadores Após essas padronizações 
foi feita curva padrão com diluição seriada de um pool de cDNA de todas as 
amostras. Os genes obtidos como padronizados foram os quais nas curvas 
obtivemos eficiência entre 100 ± 10 %, r2 > 0,099 e slope entre 3,32 ± 0,1. 
A análise da expressão relativa foi realizada por meio do cálculo ΔΔCT (Livak 
and Schmittgen, 2001) baseado na reação exponencial da PCR obtido a partir da 
expressão QR=2-ΔΔCT, no qual QR representa o nível de expressão gênica. 
 
3.12. Ensaio de metilação global de DNA 
Para o ensaio de metilação global de DNA utilizamos o Imprint ™ Methylated 
DNA Quantification kit da Merck. Os procedimentos foram realizados seguindo as 
normas do fabricante e constam de três etapas: ligação do DNA, captura do DNA 
metilado e detecção.   
Na etapa de ligação do DNA, 200 ng de DNA das amostras foi diluído em 
30µL solução ligadora de DNA, adicionado em cada poço da placa e incubado a 
37°C por 60 minutos. Nesta etapa, foi adicionada a placa um controle positivo de 
DNA metilado. Em seguida, pipetado diretamente em cada poço uma solução 
bloqueadora e incubado a 37°C por 30 minutos.  
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Após remoção da solução bloqueadora e lavagem da placa, seguiu-se a 
etapa de captura do DNA metilado. A placa foi incubada com o anticorpo de captura 
a temperatura ambiente por 60 minutos e posteriormente, lavada e incubada com o 
anticorpo de detecção a temperatura ambiente por 30 minutos.  
Para fase de detecção, a placa foi lavada, e em seguida adicionada uma 
solução desenvolvedora. A mudança de cor foi monitorada por dez minutos e em 
seguida realizada a leitura da absorbância em 450 nm no leitor de placas Spectra 
Max M2 (Molecular Devices). 
 
3.13. Análise estatística 
Todos os resultados foram avaliados quanto à normalidade pelo teste de 
Kolmogorov–Smirnov. Sendo os resultados não paramétricos, normalizamos os 
dados pelo z-score e posteriormente utilizamos o teste-t de Student para 
comparações entre os grupos CT e PS, com exceção da análise do número de 
células embrionárias, na qual foi utilizado o teste U de Mann-Whitney. Para análise 
do peso dos animais durante o protocolo de privação de sono foi utilizado a Análise 
de Variância (ANOVA) de medidas repetidas. Para análise da porcentagem de mães 
com blastocistos no útero após PS por 72 h foi utilizado o teste de Chi-quadrado Os 
dados foram representados pela média ± erro padrão ou porcentagem. O nível de 
significância considerado foi p<0,05. O programa STATISTICA 8.0 foi empregado 
para efetuar as análises dos dados. 
 
 
 
  
35 
 
 
3.14. Comitê de Ética e Pesquisa da UNIFESP 
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética da 
Universidade Federal de São Paulo, UNIFESP-EPM, nº 0144/10 (anexo). 
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4. RESULTADOS 
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4.1. Peso corporal 
Não observamos alterações no peso corporal dos camundongos após 
privação de sono por 72 h durante a pré-implantação (p=0,673; Figura 04).  
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Figura 04 – Peso corporal de camundongos fêmeas prenhes expostas à 72 h de privação de sono 
durante a pré-implantação. CT = controle; PS = privado de sono.(n= 8 por grupo). Valores 
apresentados como média±EP. 
 
 
4.2. Peso Uterino 
4.2.1 Peso do útero fresco 
Após a privação de sono paradoxal foi observada a diminuição no peso do 
útero fresco em relação às mães do grupo controle (p<0,0001; Figura 05).  
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Figura 05 – Peso do útero fresco de camundongos fêmeas prenhes após privação de sono durante a 
pré-implantação. CT = controle; PS = privado de sono. (n= 8 por grupo). Valores apresentados como 
média±EP * Diferente do grupo CT (p<0,0001) 
 
4.2.2. Peso relativo do útero 
Considerando o peso relativo do útero em relação ao peso do animal, também 
observamos uma diminuição estatisticamente significante (p<0,0001; Figura 06).  
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Figura 06 – Peso relativo do útero de camundongos fêmeas prenhes após privação de sono durante 
a pré-implantação. CT = controle; PS = privado de sono. (n= 8 por grupo). Valores apresentados 
como média±EP * Diferente do grupo CT (p<0,0001) 
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4.3. Parâmetros bioquímicos  
4.3.1. Concentração de corticosterona plasmática 
Após a privação de sono paradoxal foi observado um aumento na 
concentração de corticosterona plasmática materna em relação ao grupo controle 
(p<0,001; Figura 07). Interessante notar que, mesmo após a prenhez, quando já é 
descrito aumento da corticosterona plasmática, as fêmeas privadas de sono 
paradoxal apresentaram aumento muito maior. 
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Figura 07 – Níveis de corticosterona plasmática de camundongos fêmeas prenhes após privação de 
sono durante a pré-implantação. CT = controle; PS = privado de sono. (n= 9 por grupo). Valores 
apresentados como média±EP * Diferente do grupo CT (p<0,001) 
 
 4.3.2. Concentração de testosterona plasmática 
Também foi encontrado um aumento na concentração de testosterona após a 
privação de sono paradoxal em relação ao grupo controle (p=0,004; Figura 08).  
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Figura 08 – Níveis de testosterona plasmática de camundongos fêmeas prenhes após privação de 
sono durante a pré-implantação. CT = controle; PS = privado de sono. (n= 9 por grupo). Valores 
apresentados como média±EP * Diferente do grupo CT (p=0,004) 
 
4.3.3. Concentração de progesterona plasmática  
Foi observada diminuição na concentração de progesterona plasmática após 
a privação de sono paradoxal em relação ao grupo controle (p<0,0001; Figura 09).  
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Figura 09 – Níveis de progesterona plasmática de camundongos fêmeas prenhes após privação de 
sono durante a pré-implantação. CT = controle; PS = privado de sono (n= 15 e 7, respectivamente). 
Valores apresentados como média±EP * Diferente do grupo CT (p<0,0001) 
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4.3.4. Concentração de LH plasmático 
Após a privação de sono paradoxal foi observada a diminuição na 
concentração de LH plasmático em relação ao grupo controle (p<0,0001; Figura 10).  
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Figura 10 – Níveis de LH plasmático de camundongos fêmeas prenhes após privação de sono 
durante a pré-implantação. CT = controle; PS = privado de sono. (n= 18 e 10, respectivamente). 
Valores apresentados como média±EP * Diferente do grupo CT (p<0,0001) 
 
4.3.5. Concentração 17β-estradiol plasmático 
Não observamos alterações com significância estatística na concentração 
17β-estradiol plasmático em relação ao grupo controle após a privação de sono 
paradoxal (p=0,669; Figura 11).  
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Figura 11 – Níveis de 17β-estradiol plasmático de camundongos fêmeas prenhes após privação de 
sono durante a pré-implantação. CT = controle; PS = privado de sono. (n= 8 por grupo). Valores 
apresentados como média±EP 
 
4.3.6. Concentração de FSH plasmático 
A análise das concentrações plasmáticas de FSH não apresentou alterações 
com significância estatística comparando-se o grupo de mães privadas de sono em 
relação ao grupo controle (p=0,604; Figura 12).  
 
Figura 12 – Níveis de FSH plasmático de camundongos fêmeas prenhes após privação de sono 
durante a pré-implantação. CT = controle; PS = privado de sono. (n= 8 por grupo). Valores 
apresentados como média±EP 
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4.4. Expressão gênica uterina  
Avaliando a expressão gênica relativa em tecido uterino, não encontramos 
alterações com significância estatística entre os grupos CT e PS, como pode ser 
observado na Tabela 02. 
 
Tabela 02 – Expressão gênica uterina após privação de sono paradoxal por 72 h 
durante a pré-implantação 
 
Gene CT PS Fold p
Pr 1,09 ± 0,16 1,09 ± 0,17 1,00 0,998
Er1 1,06 ± 0,12 1,06 ± 0,14 1,00 0,988
Er2 1,02 ± 0,07 1,03 ± 0,10 1,01 0,927
Egfr 1,01 ±  0,05 1,08 ± 0,15 1,07 0,683
Egf 1,02 ± 0,07 1,07 ± 0,14 1,02 0,794
Lif 1,12 ± 0,18 1,06 ± 0,13 0,95 0,787
Hbegf 1,03 ±  0,10 1,03 ± 0,08 1,00 0,966
Il6 1,03 ± 0,09 1,09 ± 0,16 0,88 0,792
Il11 1,03 ± 0,09 1,04 ± 0,11 1,01 0,950
Hoxa10 1,02 ± 0,07 1,07 ± 0,14 0,98 0,780
Hoxa11 1,02 ± 0,07 1,06 ± 0,14 1,04 0,825
Dnmt1 1,02 ± 0,07 1,06 ± 0,12 0,84 0,810
Dnmt3a 1,03 ± 0,08 1,06 ± 0,13 0,92 0,839
Dnmt3b 1,03 ±  0,08 1,02 ± 0,07 0,99 0,898
Zfp57 1,07 ± 0,13 1,04 ± 0,10 0,89 0,886
Hdac1 1,04 ± 0,10 1,10 ± 0,18 1,06 0,821
Suv39h1 1,03 ± 0,08 1,07 ± 0,15 1,04 0,797
Eset 1,01 ±  0,06 1,09 ± 0,16 1,08 0,671  
CT = controle; PS = privado de sono. (n= 6 e 5, respectivamente). Valores apresentados como 
média±EP 
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4.5. Expressão gênica embrionária 
4.5.1. Massa celular interna 
 
Não encontramos alterações de expressão gênica relativa na MCI com 
significância estatística entre os grupos CT e PS, como visto na Tabela 03. 
 
Tabela 03 – Expressão gênica da MCI de embriões após privação de sono 
paradoxal de suas mães por 72 h durante a pré-implantação 
 
Gene CT PS Fold p
Oct4 1,10 ± 0,15 1,10 ± 0,17 1,00 0,993
Nanog 1,07 ± 0,13 1,07 ± 0,15 1,00 0,998
Lefty1 1,02 ± 0,07 1,03 ± 0,09 1,01 0,940
Hoxa10 1,02 ± 0,06 1,07 ± 0,13 1,05 0,728
Dnmt1 1,03 ± 0,08 1,09 ± 0,19 1,06 0,742
Dnmt3a 1,01 ± 0,05 1,00 ± 0,03 0,99 0,903
Hdac 1,05 ± 0,13 1,07 ± 0,14 1,02 0,897
 
CT = controle; PS = privado de sono. (n= 6 e 5, respectivamente). Valores apresentados como 
média±EP 
 
4.5.2. Trofoectoderme 
Também não encontramos alterações de expressão gênica relativa na TE 
com significância estatística entre os grupos CT e PS, como visto na Tabela 04. 
 
Tabela 04 – Expressão gênica da TE de embriões após privação de sono paradoxal 
por 72 h durante a pré-implantação 
Gene CT PS Fold p
Cdx2 1,01 ± 0,15 1,01 ± 0,14 1,00 0,969
Hoxa10 1,04 ± 0,10 1,05 ± 0,12 1,01 0,903
Dnmt1 1,01 ± 0,05 1,05 ± 0,11 1,04 0,766
Dnmt3a 1,06 ± 0,14 1,03 ± 0,09 0,97 0,815
Hdac 1,06 ± 0,14 1,04 ± 0,10 0,98 0,933
 
CT = controle; PS = privado de sono. (n= 6 e 5, respectivamente). Valores apresentados como 
média±EP 
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4.6. Metilação global do DNA 
Foi realizada a quantificação relativa de metilação de DNA tanto na MCI, 
quando na TE. Os resultados indicam que privação de sono paradoxal por 72 h de 
camundongos fêmeas durante a pré-implantação não induziu à alteração da 
metilação global do DNA tanto na TE quanto na MCI (Figura 13) dos blastocistos, 
quando comparados ao grupo controle (p=0,316 e 0,903, respectivamente). 
 
 
Figura 13 – Variação na metilação global de DNA da massa celular interna (MCI) e trofoectoderme 
(TE) de blastocisto de camundongos fêmeas prenhes após privação de sono durante a pré-
implantação. (CT = controle; PS = privado de sono. (n= 6 e 5, respectivamente); Valores 
apresentados como média±EP. 
 
4.7. Embriões no útero após 72 h de privação de sono 
 Após PS por 72 h observamos que a porcentagem de fêmeas em que 
encontramos os blastocistos no útero foi menor do que a encontrada no grupo 
controle, como observado na Figura 14 (p<0,0001). 
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Figura 14 – Porcentagem de fêmeas em que encontramos embriões no útero após privação de sono 
por 72 h durante a pré-implantação. CT = controle; PS = privado de sono. (N= 9 e 20, 
respectivamente). * = p<0,0001 
 
 
 Assim, investigamos onde se encontravam os embriões, já que estes não se 
localizavam no útero. Fazendo lavagem das tubas uterinas após as 72 h de privação 
de sono, encontramos os embriões em estágio de mórula. Isto nos permitiu inferir 
que 65% das fêmeas nas quais não encontramos blastocistos no útero, 
correspondiam àquelas cujos embriões não prosseguiram o desenvolvimento 
corretamente, sendo encontrados em estado de mórula nas tubas uterinas.  
Com isso iniciamos a segunda parte deste estudo, na qual utilizamos 
embriões após 48 h de privação de sono, sendo encontrados em estágio de 
clivagem com número de células variando entre 8 e 12 células. 
  
4.8. Tamanho e número de células dos embriões 
 Após 48 h de privação de sono durante a pré-implantação, avaliamos o 
tamanho e número de células de cada embrião, e não encontramos diferenças com 
significância estatística (Tabela 05). 
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Tabela 05 – Tamanho e número de células dos embriões após 48 h de 
privação de sono durante a pré-implantação 
Grupo     CT    PS p
Tamanho (µm) 116,5 ± 4,6 120,3 ± 4,4 0,53
Número de células      9,0 ± 0,5      9,2 ± 0,4 0,64  
CT = controle; PS = privado de sono. (n= 12 por grupo). Valores apresentados como média±EP 
 
 
 
4.9. Ciclo celular 
Com o objetivo de verificar se os embriões não prosseguiram seu 
desenvolvimento devido a uma falha no ciclo celular após privação de sono por 48 h, 
foram usados marcadores para proteínas de ciclo celular (Ciclina B1) e de sua 
inibição (P21). 
 
4.9.1. Ciclina B1 embrionária 
Após marcação da ciclina B1 nos embriões (Figuras 15 e 16, representativas) 
após 48 h de privação de sono durante a pré-implantação, não encontramos 
diferenças comparando os embriões dos grupos CT e PS (p=0,908;Figura 17). 
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Ciclina B1 Wga
DAPI Ciclina B1+WGA+DAPI
Projeção 3D
 
 
 
 
 
Figura 15 – Marcação fuorimétrica da Ciclina B1 (verde), zona pelúcida (vermelho), núcleo (azul), 
fusão das três e projeção 3D em embrião do grupo CT. WGA: Aglutinina do germe de trigo; DAPI: 4'-
6-Diamidino-2-fenilindol; Aumento: 630x 
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Figura 17 – Ciclina B1 de embriões após privação de sono por 48 h durante a pré-implantação. CT = 
controle; PS = privado de sono. (n= 4 por grupo). Valores apresentados como média±EP  
 
Figura 16 – Marcação fuorimétrica da Ciclina B1 (verde), zona pelúcida (vermelho), núcleo (azul), 
fusão das três e projeção 3D em embrião do grupo PS. WGA: Aglutinina do germe de trigo; DAPI: 4'-
6-Diamidino-2-fenilindol; Aumento: 630x 
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4.9.2. Proteína P21 embrionária 
Outra proteína que poderia estar envolvida no desenvolvimento embrionário é 
a proteína P21 (Figuras 18 e 19, representativas), relacionada ao bloqueio do ciclo 
celular. Porém, não encontramos alterações entre os embriões dos grupos CT e PS 
(p=0,668; Figura 20). 
 
P21 Wga
DAPI P21+WGA+DAPI
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Figura 18 – Marcação fuorimétrica da proteína P21 (verde), zona pelúcida (vermelho), núcleo (azul), 
fusão das três e projeção 3D em embrião do grupo CT. WGA: Aglutinina do germe de trigo; DAPI: 4'-
6-Diamidino-2-fenilindol; Aumento: 630x  
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Figura 20 – P21 de embriões após privação de sono por 48 h durante a pré-implantação. CT = 
controle; PS = privado de sono. (n= 4 por grupo). Valores apresentados como média±EP  
 
 
 
Figura 19 – Marcação fuorimétrica da proteína P21 (verde), zona pelúcida (vermelho), núcleo 
(azul), fusão das três e projeção 3D em embrião do grupo PS. WGA: Aglutinina do germe de trigo; 
DAPI: 4'-6-Diamidino-2-fenilindol; Aumento: 630x  
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4.9.3. Proteína Ki67 embrionária 
Para analisar a proliferação celular, verificamos a proteína Ki67 embrionária 
(Figuras 21 e 22, representativas) após privação de sono das mães por 48 h durante 
a pré-implantação. Não foram encontradas diferenças significativas entre os dois 
grupos. (p=0,728; Figura 23). 
 
 
 
Ki67 WGA
DAPI Ki67+WGA+DAPI
Projeção 3D
 
Figura 21 – Marcação fuorimétrica da proteína Ki67 (verde), zona pelúcida (vermelho), núcleo (azul), 
fusão das três e projeção 3D em embrião do grupo CT.  WGA: Aglutinina do germe de trigo; DAPI:   
4'-6-Diamidino-2-fenilindol; Aumento: 630x 
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Figura 23 – Ki67 de embriões após privação de sono por 48 h durante a pré-implantação. CT = 
controle; PS = privado de sono (n= 4 por grupo). Valores apresentados como média±EP  
 
 
Figura 22 – Marcação fuorimétrica da proteína Ki67 (verde), zona pelúcida (vermelho), núcleo (azul), 
fusão das três e projeção 3D em embrião do grupo PS.  WGA: Aglutinina do germe de trigo; DAPI:   
4'-6-Diamidino-2-fenilindol; Aumento: 630x 
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4.10. Disposição das células embrionárias 
 Após as 48 h de privação todos os embriões se encontravam na mesma fase 
da pré-implantação, assim não seria possível distinguir ainda quais embriões iriam 
seguir seu desenvolvimento e quais iriam ficar no estágio de mórula. Porém, 
analisando as imagens das Figuras 15 e 16 (ciclina B1) observamos que a 
disposição das células dos embriões difere, sendo as do grupo CT mais agrupadas e 
as células do grupo PS mais dispersas (como pode ser verificado ao se observar a 
Figura 16, marcação da ciclina B1 e projeção 3D), sugerindo não estarem aderidas 
umas das outras. 
 Ainda, se analisarmos as imagens das Figuras 18 e 19 (marcação da P21 e 
projeção 3D), observamos que as células de ambos os grupos estão agrupadas.  
 Interessante notar ainda que, no grupo PS para uma mesma mãe, ao 
observarmos a disposição das células embrionárias encontramos o mesmo padrão 
(agrupadas ou não agrupadas), sugerindo que este padrão é comum a todos os 
filhos daquela mãe, porém varia entre as mães do mesmo grupo experimental (PS). 
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5. DISCUSSÃO 
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Vários estudos vêm sendo realizados para mostrar as consequências de 
manipulações no período pré-natal em parâmetros comportamentais (Meek et al., 
2006; Babri et al., 2013), biométricos (Mueller and Bale, 2006; Soberanes-Chávez et 
al., 2013) e bioquímicos (Kapoor et al., 2006; Budge et al., 2007; Murabayashi et al., 
2013) na prole. Em nosso estudo anterior avaliamos as alterações decorrentes da 
privação de sono nestes três parâmetros (Calegare et al., 2010) e de forma 
interessante, pudemos observar uma diminuição da manutenção da prenhez. 
O objetivo do presente estudo foi verificar possíveis mecanismos moleculares 
da privação de sono paradoxal durante a pré-implantação em camundongos que 
pudessem explicar a perda da manutenção da prenhez. Nós encontramos alterações 
no perfil hormonal, peso do útero fresco e peso relativo do útero em relação ao peso 
do animal, mas não encontramos alterações na expressão gênica uterina das mães 
após privação de sono paradoxal por 72 h durante a pré-implantação. Além disso, 
não encontramos alterações na expressão gênica e metilação global do DNA de 
células da MCI e TE. Porém, após a privação de sono encontramos mórulas ainda 
nas tubas uterinas, sugerindo que estes embriões não se desenvolveram ou 
apresentam atraso de desenvolvimento. Por outro lado, em todas as mães do grupo 
CT encontramos blastocistos no útero.  Também não encontramos alterações no 
tamanho e número de células do embrião, e nos níveis das proteínas ciclina B1, P21 
e Ki67 após privação de sono paradoxal por 48 h durante a pré-implantação. 
Entretanto, encontramos alteração no padrão de agrupamento das células 
embrionárias após 48 h de privação de sono durante a pré-implantação. 
Neste estudo o protocolo de privação de sono foi realizado durante a pré-
implantação dos embriões. No estudo de Nishina e colaboradores (1995) os autores 
mostraram que as alterações tanto no sono de ondas lentas quanto no sono 
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paradoxal de ratas prenhes começam a ocorrer a partir do 5º dia de prenhez. Dessa 
forma, acreditamos que as manipulações realizadas neste estudo não foram 
influenciadas pelo padrão de sono basal nos diferentes dias da prenhez, já que 
nosso protocolo foi de até 72 h.  
Depois do procedimento experimental, como no estudo anterior (Calegare et 
al., 2010), observamos que os animais privados de sono tiveram uma maior perda 
da manutenção da prenhez. A perda da prenhez induzida pela privação de sono foi 
descrita unicamente por Pigareva (2006). Nesse estudo, ratas prenhes foram 
privadas de sono pelo método de gente handling durante o dia (quando há maior 
concentração de sono) e durante a noite (quando há maior atividade dos animais) 
por três dias consecutivos durante a primeira semana de prenhez. Como resultado, a 
autora observou que a perda da prenhez só ocorreu nos animais que foram privados 
de sono durante o dia, sugerindo então, que essa perda foi causada pela privação 
de sono em si e não por fatores inerentes à privação de sono (como estresse e 
aumento de movimento). Porém, há de se levar em consideração a variação 
circadiana das concentrações de corticosterona (marcador de estresse) plasmática, 
já que estudos mostram que o pico de sua concentração ocorre no início do período 
de atividade (período escuro) dos animais, variação mediada pelos ritmos do 
hormônio adenocorticotrófico e este, regulado por hormônios hipotalâmicos 
(Engeland & Arnhold, 2005). Assim, a privação de sono em diferentes períodos, 
como a realizada no estudo de Pigareva (2006), pode alterar a intensidade de 
resposta aos glicocorticóides, ou ainda, as variações circadianas nos níveis de 
corticosterona podem mascarar as respostas obtidas pela autora.  
Outros fatores que poderiam estar relacionados à perda da prenhez são as 
concentrações hormonais. O estradiol e a progesterona tem papel fundamental na 
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regulação da receptividade uterina para adesão do blastocisto (Yoshinaga, 1988; 
Groothuis et al., 2007). No estudo anterior (Calegare et al., 2010) encontramos uma 
ampla diminuição da concentração da progesterona plasmática após privação de 
sono paradoxal durante a pré-implantação, mesmo resultado encontrado neste 
estudo. Essa diminuição drástica da concentração da progesterona plasmática 
corrobora com a diminuição do peso do útero após privação de sono paradoxal 
durante a pré-implantação, tanto considerando o peso fresco quanto o peso relativo 
ao peso do animal. A diminuição da concentração plasmática de progesterona pode 
estar relacionada à falta da proliferação das células do estroma uterino, uma 
alteração importante tendo em vista sua necessidade para o estado receptivo do 
útero para a implantação do embrião. Outro mecanismo na qual a progesterona 
pode mediar a falha no desenvolvimento embrionário envolve as tubas uterinas. O 
epitélio das tubas uterinas é formado principalmente por dois tipos celulares: células 
secretórias e ciliares (Halbert et al., 1989). A motilidade ciliar é importante para 
facilitar tanto o encontro dos gametas como o transporte do ovócito fertilizado até o 
útero e um fator já descrito por afetar o movimento ciliar inclui a progesterona, tanto 
em humanos (Bylander et al., 2010) quanto em camundongos (Mahmood et al., 
1998). Dessa forma, a diminuição drástica na concentração da progesterona após 
privação de sono por 72 h pode diminuir a movimentação ciliar e, 
consequentemente, fazer com que os embriões não sejam projetados para o útero 
dos animais. Durante a pré-implantação, já foi mostrado que os embriões são 
metabolicamente adaptáveis, respondendo ao ambiente em que se encontram. 
Assim, o ambiente das tubas propicia ao embrião o metabolismo pela via do 
piruvato; já no útero a principal fonte energética é a glicose, sendo esta necessária 
para diferenciação da MCI e TE (ver revisão de Leese, 1995). Assim, como 
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consequência da diminuição da movimentação ciliar e ausência de projeção dos 
embriões para o útero, estes poderiam ficar retidos no útero e ainda não se 
diferenciariam para formação da MCI e TE. 
 Contudo, apesar de que essas alterações poderiam indicar um possível 
mecanismo para explicar a perda da manutenção da prenhez, em um estudo nosso 
anterior (Calegare et al., 2010) não encontramos diminuição da progesterona 
plasmática após privação de sono por gentle handling por 6 h em um dos três dias 
da pré-implantação e mesmo assim encontramos diminuição da manutenção da 
prenhez. Com isso, acreditamos que essas alterações podem contribuir para a 
diminuição da manutenção da prenhez e alterar o desenvolvimento embrionário, 
porém podem não ser seu principal causador. 
Assim como no estudo anterior (Calegare et al., 2010), não encontramos 
alteração na concentração plasmática de 17β-estradiol. Apesar disso encontramos 
aumento na concentração de testosterona plasmática. Na literatura não encontramos 
relação entre a testosterona e a pré-implantação. Apesar disso, é sabido a 
importância da testosterona sendo um dos precursores do 17β-estradiol (Simpson et 
al., 2002), Assim, como o 17β-estradiol não foi alterado após privação de sono 
durante a pré-implantação, acreditamos que a aromatase responsável pela 
conversão da testosterona em 17β-estradiol não aumentou sua atividade com o 
aumento da concentração de testosterona, não afetando o período de pré-
implantação após a privação de sono paradoxal. 
Outros hormônios também são importantes para o período de pré-
implantação, como o FSH e LH. Apesar de seus mecanismos de ação 
permanecerem incertos, a presença de seus receptores (FSHR e LHR) em 
diferentes estágios embrionários sugere seu papel para o desenvolvimento 
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apropriado (Patsoula et al., 2001; Agrawal et al., 2012). Nossos resultados não 
mostraram alteração na concentração do FSH após privação de sono paradoxal 
durante a pré-implantação, porém observamos a diminuição da concentração 
plasmática de LH. No entanto, essa diminuição pode estar relacionada à diminuição 
na concentração de progesterona, já que o LH já foi descrito como principal 
estimulante da liberação deste hormônio no corpo lúteo (Shimada e Terada, 2002). 
Apesar disso, parece que essa diminuição não afeta o desenvolvimento embrionário 
em todas as mães privadas de sono, já que no terceiro dia encontramos embriões no 
estágio de blastocisto nos dois grupos experimentais. 
Um estudo de McLaren e Biggers (1958) demonstrou que embriões de 
camundongos podem se desenvolver até o estágio de blastocisto em meio de 
cultura sem hormônios, e quando estes blastocistos são transplantados para fêmeas 
pseudo-prenhes a prole nasce viável, mostrando que os hormônios podem não ser 
necessários para o desenvolvimento embrionário até o estágio de blastocisto. 
Porém, um estudo recente demonstrou que a progesterona melhora o 
desenvolvimento embrionário e é importante na liberação do embrião da zona 
pelúcida e implantação no útero (Zhang e Murphy, 2013). Assim, nossos resultados 
de alterações hormonais parecem não ser decisivos para o não desenvolvimento 
embrionário, já que ainda encontramos embriões no estágio de blastocisto após 72 h 
de privação de sono e também por ainda haver queda na manutenção da prenhez 
mesmo sem alterações hormonais (Calegare et al., 2010), porém, há de se 
considerar que uma interação das alterações aqui encontradas podem afetar o 
desenvolvimento embrionário e não só uma ou outra alteração isolada. 
Neste trabalho não encontramos alteração do peso durante as 72 h de 
privação de sono, o que contraria estudos que mostram que a privação e sono 
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diminui o peso corporal de roedores (Martins, 2007; Marques, 2012). Apesar de 
nosso dado não corroborar com os dados da literatura, há de se considerar que 
neste estudo avaliamos a privação de sono em fêmeas prenhes. Sabe-se que a 
prenhez é acompanhada de uma série de alterações metabólicas para receber o 
embrião e manter a prenhez. Assim, essa série de alterações que influencia a 
manutenção do peso durante a prenhez pode não afetar o peso dos animais após a 
privação de sono. 
Analisamos a expressão gênica uterina de receptores (Pr, Er1 e Er2), 
citocinas (Lif, Il6 e Il11), fatores de crescimento (Egf e Hbegf), fatores de transcrição 
(Hoxa10 e Hoxa11), enzimas relacionadas à metilação do DNA (Dnmt1, Dnmt3a, 
Dnmt3b e Zfp57) e enzimas relacionadas a modificações de histonas (Suv39h1, Eset 
e Hdac1) após privação de sono paradoxal durante a pré-implantação. Esse grupo 
de genes selecionado foi descrito na literatura como sendo crítico para o 
desenvolvimento e implantação do embrião, visto que em animais knockouts ou 
knockdowns para esses genes, os embriões não implantam ou não se desenvolvem, 
resultando na perda da prenhez (para revisão, ver Guzeloglu-Kayisli et al., 2009). 
Os blastocistos foram microdissecados para analisar a MCI e TE 
separadamente, já que eles tem padrões de expressão gênica e metilação global do 
DNA diferentes. 
Analisamos a expressão de genes da MCI relacionados à segregação (Oct4 
and Nanog), eixo axial (Lefty1), fator de transcrição (Hoxa10), enzimas relacionadas 
a metilação do DNA (Dnmt1 e Dnmt3a) e a enzima relacionada a modificação de 
histona (Hdac1); e para a TE analisamos a expressão gênica relacionada à 
segregação (Cdx2),  fator de transcrição (Hoxa10), enzimas relacionadas a 
metilação do DNA (Dnmt1 e Dnmt3a) e a enzima relacionada a modificação de 
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histona (Hdac1) após privação de sono durante a pré-implantação. Como na escolha 
do útero, esse grupo de genes selecionado foi descrito como crítico para 
desenvolvimento e implantação do embrião (para revisão, ver Guzeloglu-Kayisli et 
al., 2009). 
Diversos trabalhos já mostraram alterações na expressão gênica após 
privação de sono (Cirelli et al, 2005; Cirelli, 2006; Cirelli et al., 2006; Guindalini et al., 
2009). Nos trabalhos de Cirelli e colaboradores (2006) foi avaliada a expressão 
gênica em diferentes regiões do encéfalo de ratos após privação de sono e foi 
mostrado que a maioria das alterações não compreende as distintas regiões 
analisadas. Desta forma, mesmo não encontrando alterações na expressão dos 
genes selecionados, descritos como críticos para o desenvolvimento embrionário, 
tanto no útero quanto nos embriões, sabemos que outros genes poderiam estar com 
sua expressão alterada acarretando na ausência de implantação, uma vez que 
novos estudos estão sendo publicados mostrando a importância de outros genes 
para esse período (Vogt et al., 2012; Zhang et al., 2013). Ainda como veremos a 
seguir, acreditamos que estes embriões que chegam ao estágio de blastocisto após 
privação e 72 h serão os que irão se desenvolver e implantar, assim alterações nas 
expressões desses genes selecionados poderiam não tornar viável seu 
desenvolvimento até o estágio de blastocisto.  
Considerando a metilação global do DNA da MCI e TE, já foi mostrado que 
essas regiões tem padrões de metilação diferentes, sendo a MCI mais metilada que 
a TE (Reik, 2007). Neste estudo também não encontramos diferenças nos padrões 
de metilação global do DNA tanto na MCI quanto na TE após privação de sono 
paradoxal durante a pré-implantação, apenas a hiper-metilação da MCI quando 
comparada com a TE, como pode ser visto na figura 13.  
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Assim, esses dados corroboram com os dados de expressão gênica 
inalterada (que incluem as enzimas relacionadas à metilação do DNA) após privação 
de sono paradoxal durante a pré-implantação. 
Estudos na literatura que avaliam a metilação do DNA após privação de sono 
mostram apenas alterações na metilação de genes alvo, mas não a metilação global 
do DNA. Em um estudo realizado pelo nosso grupo, foi avaliada a metilação global 
do DNA após privação de sono paradoxal em ratos (Calegare et al., 2012), nele não 
encontramos alterações na metilação global do DNA, mas com alteração na 
metilação de ilhas CpG. Desta forma, acreditamos que alterações epigenéticas 
ocorrem em posições específicas do DNA na tentativa de regular a homeostase 
celular após a privação de sono. Considerando que o período da pré-implantação é 
crucial na reprogramação epigenética, essas alterações específicas na metilação do 
DNA após privação de sono podem induzir a consequências em longo prazo como 
visto no estudo anterior (Calegare et al., 2012). Assim, consideramos que essas 
alterações em posições específicas não alteram o padrão de metilação global do 
DNA, corroborando com a ideia de que estes embriões são os que irão se implantar 
e se desenvolver. 
Assim, acreditamos que os embriões analisados até aqui, em estágio de 
blastocisto, são os embriões que irão se implantar e seguir o desenvolvimento, já 
que não apresentaram alterações na expressão gênica e metilação global do DNA. 
Corroborando com essa avaliação, os dados da Figura 14, em que é apresentada a 
porcentagem de mães que possuiam embriões no útero (em estágio de blastocisto) 
após privação de sono por 72 h de forma semelhante à encontrada no estudo 
anterior (Calegare et al., 2010). Dessa forma, apesar das alterações no perfil 
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hormonal encontradas após 72 h de PS, algumas mães ainda parecem propiciar um 
ambiente aceitável para o desenvolvimento embrionário.  
Uma possível explicação para a baixa porcentagem de mães com blastocistos 
no útero é a não diferenciação das mórulas em blastocistos, já que encontramos os 
embriões em estágio de mórula ainda nas tubas uterinas após 72 h de privação de 
sono. 
Ao avaliar o tamanho do embrião e o número de células após privação de 
sono por 48 h não encontramos alterações em relação ao grupo CT indicando que 
os embriões não tiveram alterações marcantes na proliferação em fases anteriores, 
pois estavam em estágio de 8-12 células, assim como os embriões do grupo CT. Um 
primeiro fator hipotetizado para explicar porque as células não se diferenciaram 
poderia ser o ciclo celular, ou seja, estar relacionado a uma alteração na série de 
eventos sequenciais necessários para proliferação, síntese de DNA e divisão celular 
(Murray e Hunt, 1993), que ocorre em ciclos mais rápidos em células embrionárias 
do que em células somáticas (White et al., 2005). 
A progressão do ciclo celular é regulada por interações entre ciclinas e 
quinases ciclina-dependentes (CDKs; Norbury and Nurse, 1992). Cada fase do ciclo 
celular é caracterizada pela associação de ciclinas específicas com CDKs, como na 
fase M, que é caracterizada pela associação da ciclina B1 com a CDK1 e sua 
degradação indica o início da próxima fase G1 (Norbury and Nurse, 1992).  
Assim, ao analisar a ciclina B1, buscamos verificar se esta poderia apresentar 
uma alteração que justificasse um atraso ou não conclusão do ciclo celular, uma vez 
que foi observado que os embriões encontravam-se em mórula, ainda nas tubas 
uterinas. No entanto não encontramos alterações na expressão dessas duas 
proteínas após privação de sono por 48 h. Esta ausência de alterações de fatores 
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relacionados ao ciclo celular não devem ser consideradas como decisivas na 
progressão do ciclo, já que a interação delas com CDKs e modulam o ciclo celular, 
não apenas estas de forma isolada. 
A expressão da proteína Ki67 é estritamente associada à proliferação celular, 
e está presente em todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M), mas não 
em células em descanso (Scholzen e Gerdes, 2000). Após privação de sono por 48 
h também não encontramos diferenças nos níveis da proteína Ki67 embrionária 
quando comparada ao grupo CT. 
Estes resultados nos impedem de mostrar que o ciclo e a proliferação celular 
tenham sido afetados de forma decisiva após privação de sono por 48 h, assim as 
células embrionárias seguem sua divisão e proliferação como as células 
embrionárias do grupo CT. Porém, ao analisar a disposição das células (Figuras 19 
e 16) do grupo PS observamos que estas parecem estar agrupadas (igual ao grupo 
CT), mas também não agrupadas. Como a disposição diz respeito a todos os 
embriões da mesma mãe, podemos sugerir que quando as células embrionárias 
estão agrupadas, correspondem aos embriões que irão se desenvolver e implantar; 
já as células não agrupadas seriam os embriões que encontramos em mórula ainda 
nas tubas após 72 h de privação de sono. Assim, o não agrupamento das células 
não influenciaria o ciclo e proliferação celular, porém teria interferência na 
diferenciação celular, já que estas não teriam comunicação e consequentemente 
dificultaria a definição seu destino celular. 
A primeira decisão do destino celular ocorre durante o período de clivagem, 
quando o embrião tem de 8-16 células. Essa decisão do destino celular requer que 
as células de fora do embrião de 8-16 células se dividam de forma que uma das 
células-filhas seja direcionada para o lado de dentro. Essas divisões são chamadas 
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de diferenciativas, em contraste com as conservativas, que mantém ambas as 
células filhas na parte de fora do embrião. Como as células de dentro e de fora do 
embrião seguem destinos diferentes, divisões diferenciativas podem ser 
consideradas assimétricas, sendo início do destino. Quando essas populações de 
células internas e externas são determinadas, as células de dentro desenvolvem um 
circuito regulatório estável em que mantém sua pluripotência, originando a MCI e as 
de fora desenvolvem um circuito que mantém sua linhagem segregatória (para 
revisão ver Zernicka-Goetz et al., 2009). Assim, com a falta de adesão das células 
após a privação de sono por 48 h a comunicação entre elas ficaria comprometida, 
além das células não se conformarem como de dentro e de fora, prejudicando o 
destino celular e consequentemente impedindo sua diferenciação para MCI e TE. 
Os resultados discutidos acima indicam que uma parte dos embriões de mães 
privadas de sono por 72 h chegam ao estágio de blastocisto e se encontram no 
útero, e estes não apresentaram alterações na expressão gênica e na metilação 
global, apesar das alterações hormonais e peso do útero. A alteração do peso 
uterino das fêmeas privadas de sono por 72 h não se associou à alteração na 
expressão gênica uterina. Em outra parte das fêmeas privadas de sono por 72 h 
encontramos os embriões em estágio de mórula ainda nas tubas uterinas. Em 
embriões após privação de sono por 48 h não encontramos alterações no tamanho, 
número de células, e proteínas relacionadas ao ciclo celular. Porém, encontramos 
alterações na disposição das células de todos os embriões de algumas mães 
privadas de sono por 48 h, sendo estas células encontradas como agrupadas ou não 
agrupadas.  
Nosso estudo não permite afirmar se os embriões se encontram em estado de 
mórula após 72 h de privação de sono de suas mães devido a um atraso ou parada 
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do desenvolvimento embrionário, assim como não nos permite esclarecer o motivo 
da parada/atraso já que não pudemos correlacionar as dosagens bioquímicas com o 
estágio embrionário. Apesar disso, acreditamos que o ocorrido foi a interrupção no 
desenvolvimento, uma vez que encontramos células embrionárias desagrupadas 
após privação de sono por 48 h, que não permitiria comunicação entre essas 
células, prejudicando seu destino celular e consequentemente sua diferenciação.  
Considerados globalmente, nossos resultados mostram que a falta de sono 
durante os primeiros estágios da prenhez podem produzir um impacto importante 
nas modificações moleculares envolvidas com o desenvolvimento embrionário. 
Os nossos dados indicam que a privação de sono resulta em alterações 
hormonais e metabólicas em camundongos fêmeas prenhes. Estas alterações 
encontradas não puderam ser associadas com o desenvolvimento embrionário 
viável, já que há mães privadas de sono cujos embriões se desenvolveram, assim 
como mães cujos embriões não se desenvolveram.  
Considerando globalmente, nossos resultados mostram que a falta de sono 
durante os primeiros estágios da prenhez podem produzir um impacto importante 
nas modificações moleculares envolvidas com o desenvolvimento embrionário. 
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6. CONCLUSÕES 
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Não encontramos diferenças no peso de fêmeas prenhes após privação de 
sono paradoxal por 72 h durante a pré-implantação quando comparadas com o 
grupo controle. 
 
O peso do útero dos animais diminuiu após privação de sono paradoxal por 
72 h durante a pré-implantação. 
 
Encontramos diversas alterações no perfil hormonal dos animais após 
privação de sono paradoxal por 72 h durante a pré-implantação, incluindo aumento 
das concentrações de corticosterona e testosterona plasmáticas, diminuição da 
concentração de LH plasmático e com uma drástica diminuição na concentração de 
progesterona plasmática, que está associada à diminuição do peso uterino dos 
animais. 
 
Não houve alterações na expressão de gênica uterina de  citocinas, (Lif, Il6 e 
Il11), fatores de crescimento (Egf e Hbegf), fatores de transcrição (Hoxa10 e 
Hoxa11), relacionados à metilação do DNA (Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b e Zfp57) e 
relacionados a modificações nas histonas (Suv39h1 e Hdac1) nos animais após 
privação de sono paradoxal por 72 h durante a pré-implantação. 
 
Não encontramos alterações na expressão gênica de fatores de segregação 
(Oct4, Nanog e Cdx2), eixo axial (Lefty1), crescimento (Hoxa10), relacionados à 
metilação do DNA (Dnmt1 e Dnmt3a) e relacionado à modificação de histonas 
(Hdac1) nos embriões (MCI e TE) dos camundongos fêmeas após privação de sono 
paradoxal por 72 h durante a pré-implantação. 
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A metilação global de DNA nos embriões (MCI e TE) dos camundongos 
fêmeas após privação de sono paradoxal por 72 h durante a pré-implantação não 
apresentou diferença com significância estatística. 
 
Nossos dados sugerem que os embriões que chegam ao estágio de 
blastocisto após a privação de sono paradoxal por  72 h durante a pré-implantação, 
são os que irão se implantar e seguir o desenvolvimento (25%). 
 
Os 65% dos embriões relacionados a perda da manutenção da prenhez após 
privação de sono por 72 h durante a pré-implantação não chegam ao estágio de 
blastocisto, mas permanecem no estágio de mórula, ainda dentro das tubas uterinas. 
 
Considerando o número de células e tamanho dos embriões não encontramos 
alterações após a privação de sono paradoxal por 48 h durante a pré-implantação. 
 
Após 48 h de privação de sono os embriões não apresentaram alterações nos 
níveis das proteínas relacionadas ao ciclo celular ciclina B e P21, nem na proteína 
relacionada a proliferação celular Ki67. 
 
As células dos embriões do grupo privado de sono por 48 h se apresentam 
desagrupadas, o que pode impedir a comunicação das células, comprometendo seu 
destino celular e consequentemente não se diferenciando. 
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8. ABSTRACT 
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During pregnancy two-third of women consider their sleep to be abnormal. A 
previous study of our group showed that sleep deprivation during preimplantation 
lead to a decreased pregnancy maintenance and, in order to understand these 
phenomena, we aimed to investigate the molecular mechanisms associated to it. 
Swiss female mice were mated and when pregnancy was verified, the animals were 
assigned into these groups: paradoxical sleep deprivation by multiple platforms for 48 
or 72 h (PS) and a control (CT) with normal sleep. After the experimental procedure, 
the animals were euthanized and the blood was collected for biochemical 
measurements. The uterus was harvested, weighted and either frozen in dry ice or 
washed to collect the embryos. The fallopian tubes were also washed to collect the 
embryos. Uterus was analyzed regarding expression of genes related to implantation. 
We analyzed the expression of genes related to development and global DNA 
methylation of embryos from group PS for 72 h. Embryos from group PS for 48 h 
were analyzed concerning proteins from cell cycle. Compared to CT group, PS mice 
showed no alteration on body weight, lighter wet and relative uterus weight, 
increased plasma concentrations of corticosterone and testosterone, decreased 
plasma concentrations of progesterone and LH, no alteration in plasma 
concentrations of 17β-estradiol and FSH, and no alteration on uterus gene 
expression. The blastocysts from PS group did not show alterations in gene 
expression and global DNA methylation. Moreover, we found undeveloped embryos 
at morula stage at the fallopian tubes on gestational day 3.5 on PS group.  After PS 
for 48 h we found no alterations on embryo size and cells count, as well as in the 
expression of proteins related to cell cycle. But we found an alteration on embryos 
cell aggregation, only from some PS mothers being more dispersed than those from 
CT group. The mothers and embryos analyzed after 72 h of PS probably correspond 
  
85 
 
 
to the embryos that will be able to implant and develop. The decreased pregnancy 
maintenance found after PS is related to the embryos underdevelopment, probably 
due the cells dispersion. 
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